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Verfahren Jund Vorrichtung zum Naehweis sehr geringer 
Partikelriierigen " 

Die vorlle^ende Erfindung stellt ein Verfahren und. eine Vorrichtung zum 
sNachwej/sehr geringer Partikelmengen durch Erfassung von Antigen- 
Antikar^er-Reaktionsprodukten bereit, wobei; das Verfahren eine sehr hohe 
Erfaasungsempfindiichkeit bis irt den femto- oder attomolaren Bereich hinein 
aufyeist . . ,. 

.r » 

} ■ ■ 

'ioVerschiedene Verfahren zum Nachweisen geringer Partikelmengen sind im 
. Stand der Technik bekannt, beispielsweise nephelometrische und 
turbimetrische Verfahren, ebenso wie als dynamlc T light-scattering (DLS) 

* 

bezeichnete Verfahren. 

• • • •* i 

is Bei nephelometrischen und turbjmetrlschen Verfahren nutzt rihan den 
Tyndall-Efrekt, bei dem die Beleiichtung eines kleinen Teilchehs ein 
weitwinkliges Streulicht ausiast. Die Streuung des Lichtes kann. entweder 
durch Messung der Intensitatsabnahme des einfallenden Lichtstrahles nach 
dem Durohgang durch das streuende Medium oder durch Bestimrhung der 

20 lrrtensitat des seitilch abgelenkten Lichtes ermittett warden. Im ersten Fail 
spricht man von der Methbde der Turbidimetrie oder Extinktionsmessung und 
im zweiten Fall von der elgentlichen Nephelometrie oder Tyndallometrie. 

Elnen anderen Vorgehensansatz bieten Verfahren, die als dynamic-light- 
25 scattering (DLS) Verfahren bezeichnet werden. Bei diesen Verfahren 
betrachtet man riur einen (oder wenlge) Pu'nkte auf der das Teilchen 
umspanneriden Lichtkugel und wertet zusatzllch die durch die Brown'sche 
Molekularbewegung herVorgerufene Helligkeitsmodulation aus, Durch 
Fokusslerung auf ein winziges Beobachtungsvolumen versucht man, die 
30 storenden Streulichtuberlagerungen mehrerer Teilchen zu reduzieren. 
Infolgedessert durchlauft ein Teilchen ein winziges beleuchtetes Volumen 
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sehr schnell, so dass .die auswertende . Opto-Elektronlk erhebliche 
Fluktuatlonsfrequenzen erkennen muss,. Bei der aufwendigen 
Signalverarbeitung stehen viele infbrmationen zur Verfugung, so dass dlese 
Systemenur bedingt zur quantltatlven Analyse einsetzbar sind. 

5 . , . • - 

Die Nachweisverfahren des Stands der Technik, weisen daruber hinaus noch 
weitere.Nachteile auf." Zunachst sei erwahnt, . dass obwoW die 
Nachweisempfindlichkert der vorstehend beschriebenen Verfahren in den 
. letzten jahren stark gestiegen 1st, auf vers,ehiedensten Gebieten weiterhin 
lo ein starker Bedarf nach Nachweisverfahren mtt hdherer Empfindlichkeit 
besteht, DarQber hinaus erfordern die Nachweisverfahren des Stands der 
Technik immer noch vergleiohsweise . hone Probenmengen, was 
insbesondere bei medlzinisch-technischen Verfahren mit Belastungen for die 
uhteisuchte Person verbunden sein kann. 

15 

Aufgabe der voriiegenden Erfindung ist daher die Bereitsteliung. eines' 
Verfahrens zum Nachweis geringer Partikelmengen, das elne hohere 
Empfindlichkeit als die' Verfahren des Stands der Technik aufweist. Daruber 
hinaus sollte' ein derartiges- Verfahren eihe geringere Verdunnung der Probe 

2ound/oder eine geringere Probenmindestmenge erfordern, fur elne 
Durchfuhrung von Probenuntersuchungen im grSReren MaBstab geeignet 
sein, und nach einer einfachen Schulung auch von Mitarbeitern ohne 
besondere Vorkenntnlsse durchfuhrbar sein. Des weiteren ist .die 
Bereitsteliung 1 einer Vorrichtung zum Nachwelsen yon geringen 

25 Partikelmengen eine enlndungsgemaJJe Aufgabe. . 

Diese Aufgabe wird gelQst durch Bereitsteliung eines Verfahrens zum 
Nachweisen von geringen Partikelmengen durch Erfassung von Antigen- 
Antikerper-Prazipitaten, welches umfasst Bereltstellen eines Probenfluids, 
30 das Im wesentlichen Partlkel mit einer bestimmten maximalen PartlkelgroSe 
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enthalt, wobei die Partikel mlndestens zwei Antikorper-Bindestellen 
aufweisen; Bereltstelieri sines Antikorper enthaltenden Fiuids. das Im 
wesentlichen Partikel einer bestimmten maxihrcalen PartikelgroBe enthalt; 
Kontaktlerendes Probenflulds mit dem Antikorper enthaltenden Fluid, wobei 

s ein Reaktionsfluid erhalten wird, wobei der Antikorper. jn Qegenwart eines 
Partikels mit mindestens zwei AntikOrper-Bindestellen ein Antlgen-Antikorper- 
Prazipitat bilden kann; FQhren eines Lichtstrahls durch das Reaktionsfluid; 
Erfassen eines Signals rhlttels einer Extinktionsmessung an der Heil-Dunkel- 
Grenze des Llchtkegels, der beim Durohgang des vom Laser erzeugten 

10 Lichts durch die das Reaktionsfluid enthaltende Messkammer entsteht, durch 
einen Photoempfanger, wobei die Signalstarke von der Grolie und Zahl der 
geblldeten Antigen-Ant'korper-Prazlpitate abharigig ist.. 

Weiterhin stellt die vorliegende Erfindung eine Vorrichtung zur Erfassung von 
lsgeringen Partikelmengen bereft, welche umfasst: eine Uchtqueile, eine 
Messkammer, und einen Photoempfanger, der zur Durchfllhrung einer 
Extinktionsmessung an der Hell-Dunkel-Grenze des Lichtkegels ausgelegt 
ist, der. beim Durohgang des vom Laser erzeugten Licht durch die Partikel in 
einem Fluid enthaltende Messkammer entsteht. Das vorwartsgestreute Licht 
20bildet einen Kegel, auf dessen Hell-Dunkel-Grenze der Photoempfanger 
eingestelK wird. Laser und Photoempfanger sind Im wesentlichen in einer 

i 

Achse angeordnet, jedoch derart versetzt/dass der Laserstrahl ganz knapp 
am Photoempfanger vorbei geht, 

25 Kuraa Beschreibuna d er Fiauren 

Fig. 1a-d verdeutlichen schematisch die Vorgange be! der Bildung eines 
Antigen-AntikSrper-Prazipitats unter Verwendung eines bivalenten 
Antikorpers: 

30 
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Fig. 2a verahechaulicht ein Ergebnts einer Erfassung unter Verwendung des 
erfindungsgemSSen Verfahrens, wobei ein ^arttkel umfassendes Probenfluid 
nach Filtration mit el.nem Filter mit einer Porengrafie von 200 nm (vor der 
Antikorper-Zugabe) untersucht wurde. Die Signals entsprechen Partikeln, 
sderen Durchmesser kleiner a Is die verwendete FiltergroBe ist. Die x-Achse 
zeigt die Teilchengrotte und die y-Achse die Tellchenanzahl an. 

Fig. 2b veranschaulicht ein Ergebnis . einer Erfassung, wobei das 
Reaktionsgemisch untersucht wurde, das nach einem gleichzeitigem 

10 separatism Ihjizieren von mit einem Filter mit einer Porengrofcevon 200 nm 
gefilterten L8sungen des Probenflulds und des Antikdrper-Flulds-erhalten 
Wlrd. In. diesem Reaktionsgemisch erfolgt eine Reaktion und 
Mikroprazipitationen werden gebildet, die elnen Durchmesser aufweisen, der 
gro&er als die verwendete FilterporengrQISe ist. Die x-Achse zeigt die 

15 TeilchengrolSe und die y-Achse die Teilchenanzahl an. 

Fig. 3 zeigt eine Schemazelchnung einer Anlage zur Durchfuhrung des 
erfindungsgemaGeh Verfahrens. 

2oWahrend der zahlreichen Versuche, die zu der vorliegenden Erfindung 
fOhrten, gelang die Bereitstellung eines Verfahrens, bei dem die 
Empfindlichkeit urn' einen Faktor 1000 , iiber der Empfindlichkeit. 
vergleichbarer Verfahren des Stands der Technik liegt. Dlese starke 
Steigerung.der Empfindlichkeit beruht auf einem veranderten physikalischen 

25 Erfassungsverfahren, : bei dem eine Slgnalerfassung mlttels einer 
. Extinktionsmessung an der Hell-Dunkel-Grehze des Lichtkegels, der.beim 
Durchgang des vom Laser erzeugten Uchts durch die das Reaktionsfluid 
enthaltende Messkammer entsteht, durch. einen Photoempfenger erfolgt, im 
Zusammenspiel mit einer daran angepassten analytischen' 

30 Probenvorbereftung. 
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DarQber hlnaus ermSglicht die yorfiegende Erfindung eine Verringerung des 
Volumens der Messkammer um.ungefShr einen Faktor 30 bis 50. W§hrend 
bef Verfahren des Stands der Technik Messkammer-Volumen im Bereich von 
5 beispielsweise 1,6 ml benstigt werden, konnen bei dem erfindungsgemafien 
Verfahren Messkammern mlt einem Vojumen im Mikroliterbereich 
(beispielsweise 40 yl) verwendet werden. 'Dies stellt einen erheblichen Vorteii 
bereit, da. jede Probe zum Erhalt einer einheltlichen Matrix, welche 
beispielsweise glelche transparent, ViskosMt, etc. aufweist, verdQnnt 
jo werden muss, sodass bei einem erfindungsgemSSen Verfahren Im Verglelch 
zu Verfahren des Stands der Technik eine Probe weniger stark verdannt 

werden muss. • 

« •. • i. 

■ . 

Welterhin gellngt es mlt dem erfindungsgema&en Verfahren die benotlgte 
15 Mindestmenge an Probe zu verringem. Wahrend Verfahren des Stands der 
Technik. mehr als 100 pi benotlgen, relchen bei den erfindungsgemafcen 
Verfahren um ein Vielfaches geringere Probenmehgen (beispielsweise 
.3,5 pi) aus. ' 

20 Der Begriff "Partikel" bezeichnet in der voriiegenden . Anmeldung jedes 
dreidimensionale Gebilde, das einen anderen Brechungsindex als das 
Tragermedium hat 

• Der Begriff "Pnazipitation" beschreibt in der voriiegenden Anmeldung den 
25 Vorgang, dass bei einer Reaktlon von lOslichen Antigenen mit spezifischen 
Antlkarpern, elne Bildung eines. Antigen-Antikflrper-Komplexes erfolgt, der 
eine geringere Ldslichkeit in dem verwendeten Losungsmittel als -das 
verwendete Antigen beziehungsweise der verwendete Antikorper aufweist, 
was zunichst zu einer TrObung des Reaktiohsgemisches und anschlieftend 
30 zu einer Sedimentation dieses Antlgen-AntlkOrper-Komplexes fuhrt 
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Das erflridungsgema&e Verfahren ermQglloht einen Nachwois vongeringen 
Partlkelmengen. Beispielsweise bei niedermolekularen Stoffen, das heiBt bei 
Stoffen mit einem Molekulargewicht von weniger als 500 g/moi, konnte bei 

sVerwendung des erfindungsgemaBen Vertahrens eine Nachweisgrenze im 
Bereich. von femto- und atto-Gramm pro Liter erreicht werden, wahrend die 
Nachweisgrenze bislang Qblicherweise im Mikro-i Nano-, Oder Picogramm- 

' Bereich pro Liter gelegen ist. Bei Stoffen mit einem Molekulargewicht im 
Bereich von Gber 500 g/mol. liegt die Nachweisgrenze hfiher, beispielsweise 
io bei Stoffen mit einem Molekulargewicht von 150 000 g/mol (z.B. lgG- 
Antlkfirper) liegt die Nachweisgrenze bei etwa 300 femto g/l. Dies bedeutet 
dass das Probenfiuid Partlkel in der GroBenordnung von femto- oder atto- 
Gramm pro Liter enthalten kann. • 

15 In einem ersten Teilschritt des erfindungsgemaBen Vertahrens erfolgt die 
Berertstellung eines Probenfluids, das im wesentlichen Partikel mit einer 
bestimmten maximaien PartikelgroBe enthait. Dies kann beispielsweise auf 
zwei Wegen erreicht werden. GemaR einer ersten Variante wird hierfQr 
zunachst eiti Fluid bereitgestellt, das im wesentiichen Jedigllch Partikel mit 

20 einer bestimmten maximaien PartikelgroBe enthait und anschlieBend wird 
eine Probe, die im wesentlichen Partikel mit einer bestimmten maximaien 
PartikelgrOBe enthait, zu dem Fluid zugefuhrt GemaB einer zweiten Variante 

- kann das Probenfiuid gewonnen werden, in dem zunachst ein Fluid 
bereitgestellt wird, eine Probe zu dem Fluid zugefohrt wird und anschlieBend 

25 Partikel, die eine bestimmte PartikelgroBe Oberschreiten abgetrennt werden. 

! Die maximale PartikelgroBe der Partikel in dem Probenfiuid beziehungsweise 
in den anderen Fluida, die im wesentlichen lediglich Partikel einer 
bestimmten maximaien PartikelgroBe enthalten, kann je nach gewtlnschter 

30Anwend.ung gewahrt werden. Bei einer Verwendung vieler gelaufiger 
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Antikfirper kann die Abtrennung yon Partikeln erfolgen, die grofier als 20 - 
450 nmi bevorzugter grofcer als 100 - 300 ran, insbesondere grd&er als. 200 
nm sind. Eine derartige Abtrennung kann beispielsweise durch Filter mit 
einer geeigneten, entsprechenden.PorengroBe vori.20 - 450 nm, bevorzugter 
5 100 - 300 nm, insbesondere 200 nm oder durch andere elnem Fachmann 
bekannte Verfahren erfolgen. Wenn die Agglutination naherungsweise als 
Flache betrachtetwird, so geht die Halbierung der FiltergroBe in Bezug auf 
die MolekQIanzahl, die nachwelsbare Reaktlonsprodukte liefert, quadratisch 
ein. Falls beispielsweise ein 100 nm Filter anstelle elnes 200 nm Filters 

jo verwendet wird, so sind etwa nur ein Viertel der bei Venvendung elnes 200 
nm Filters benotigten. Antigen-Antlkarper-MolekQIe notwendig, die 
miteinander reagieren miissen; urn ein detektierbares Ergebnls zu erhalten. 
DarQber hinaus besteht beispielsweise bei Verwendung von 25 nm Filtern die 
Moglichkelt Antigen-AntlkSrper-Antigen Trimere nachzuweisen. Bei einer 

is Verwendung von Filtem mit derail geringer PorengroSe muss jedoch auf 
sorgfattlges Arbeiten geachtet werden, da bereits wenlge MolekQIe 2ii einer 
erfassbaren Reaktion fiihren. 

Damit eirie Vernetzun'gsreaktion ablaufen kann, mtlssen die in dem 
20 Probenfluid enthaltenen Partikel Qber mindestens zwei AntikSrper- 
Bindungsstellen verfDgen und kennen somit als Antigen fungleren. Fig. 1a bis 
d veranschaulicht schematlsch, dass korperfremde Stoffe oder Partikel, wle 
beispielsweise Bakterien, Viren, Toxihe, Proteine, als Antigene fungieren und 
mit einem Anttkfirper nach dem "SchiOssel-SchloB-Prinzip" reagieren (Fig. 
25 1b). Ein blvalenter Antikorper, wle beispielsweise ein igG-Anb'korper, bindet 
dabel zwel Antigene (Fig. 1c). Da jedes Antigen mehrere Antikdrper binden 
kann, erfolgt hierbei eine Vernetzung (Prazipitation), die bei dem 
erfindungsgema&en Verfahren erfasst wird (Fig. 1d). FQr Antikorper mit 
hdherer Valenz erfolgt eine Prazipitation in analoger Welse. Falls das 
aoverwendete Antigen eine hohere Anzahl an Antik5rper-Bindungssteilen zur 
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VerfQgung stellt.so bietet dies den Vorteil, dass auf diese Weise der Ablauf 
eirierVernetzungsreaktion besserslcher gestellt warden kann. . 

Das erfindungsgemSBe Verfahren eignet sich fur beliebige Antigene, sowert 
ssie o'ber mindestehs zwei Antikorper-Bindesjellen aufweisen. Vorzugswelse 
sollten die untersuchten Partikel grower als etwa 10 Nanometer sein und 
sollfen. gleichzeitig kleiner als die gewahlte Partikel-Maximalgrofie sein.. 
Molekale, die kleiner als 10 nm slnd kdnnen als Haptene wirken. Haptene 
sind Inkomplette Antigene, d.n. Ihre motekulare GroBe reicht nicht aus, um 

loeine Immunantwort auszgidsen beziehungsweise eine Agglutination 
herbeizufOhren. Diese niedermolekularen Stoffe $|nd' zwar hochspezifisch In 
der Paratop-Bindungssteile des Antikorpers, ragen aber nicht we'rt genug aus 
dieser Bindungsstelle heraus, dass ein zwelter Antfkorper sich an ihnen 
binden konnte. Sle blockieren den Jeweiligen Antikorper, ohne dass es zu 

lseiner Vemetzungsreaktlon kommen kann. GroBere Antigene, wie 
beisplelsweise Bakterien, mtissen vor der Messung chemlsch oder 
physikalisch zertrUmmert werden, was mit verschledenen dem Fachmann 
bekannten Verfahren, beisplelsweise durch eine Behandlung mit Ultraschall, 
Sauren, Laugen, Tensiden erfolgen kann. Djes stent den Vorteil bereit.dass 

20 auf diese Weise aus nur einem einzigen Bakterium Dutzende . von 
BruchstUcken gewonneh werden kdnnen, und es nicht mehr notwendlg ist, 
einzelne Bakterien mrteinander agglutinieren zu lassen. Die derart erhaJtenen 
BruchstUcke, beisplelsweise Oberflachenproteine, stelien wiederum kleinere 
Antigene dar und kfinnen mit dem passenden Antikerper eine spezifisch 

25 messbare Reaktion hervorrufen. 

DarQber hinaus sollte das Antigen im verwendeten Puffer im wesentlichen 
I6slich sein und Sollte nur eine geringe Adsorptionsneigung an die Wande der 
• verwendeten Vorrichtungen und Filter haben. 
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Das erfindungsgemaSe Verfahren umfasst welter die Bereitstellung eines 
AntikSiper enthaitenden Fluids. 

Bei demerfindungsgemafcen Verfahren kdnnen prinzipiell alle gewQnschten 

; 5 Antikfirper zum Einsate kommerv. AntikSrper, die sich fUr die DurchfQHrung 
eines erfindungsgemafcen Verfahrens als besonders vorteilhaft erwiesen 
haben, sind beispielsweise das bivalente Immunglobulin G (IgG), oder das 
decayalente Immunglbbuliri M i (IgM) v GemaiJ .einem dem Fachmann 
bekannten Verfahren, konnen dabei AntikOrper mit bestimmter Spezifitat 

iogewonnen werden! Dariiber hinaus konnen auch je nach Typ des 
nachzuwelsenden Partikeis auch andere Antikdrper sum Einsatz kommen, 
die zu einer anderen Klasse von AntikOrpern zShlen. Hlerbel kannen die 
Antlkdrper monoklonal Oder polyktonal seinl Bel Verweindung vqri 
rnonoklonalerf Amikarpern kfinnen zwei auf . verschiedene Antigens 

lsgeriohtete, monoklonale Antlkerper eingesetztwerden, um eine PrSzipitation 
herbeizufQhrerL Wie vorstehend in Bezug auf das Antigen erwahrit, sollte 
auch der Antikdrper im verwendeten Puffer im wesentlichen Idslich sein und 
.eine gerlnga Adsorptionsnelgung an die Wande der verwendeten 
Vorrichtungen und, Filter haben. « 

20 . ! • • 

Bel dem erflndungsgernafcen Verfahren kann ein unerwflnschter, zu starker 
Antigen- oder AntikorperQberschuss auf verschiedene Welsen, 
beispielsweise durch Durchfhhrung geeigneter VerdQnnungsreihen 
vermieden werden. Ein derartiger, ■ zu starker Antigen-, oder Antikdrper- 

25 tiberechuss konnte sonst zu einer PrSzipltatlonshemmung (zu einem sog. 
"Prozoneneffekt") fuhreh, da bei einem starken AntfkOrperQberschussJedes 
Epitop (Antigenbindungssteile) nur einen einzigen AntikOrper monovalent 
bindet und eine Kneuzvemetzung nicht mehr meglich 1st, oder da bei einem 
zu starken AntlgenQberschuss h§ufig das Trimere. aus einem 

30 Antik6rpermolek£iI und zwei AntigenmolekOlen gebildet wird. " 
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. Als Fluid, sowohl fQr die Herstellung des Probenflulds, als auch fOr die' 
Herstellung des Antikarper e'nthaltenden Fluids kann grundsatzlich jedes Gas 
Oder Jede FIQssigkeit verwendet warden. Bevorzugt ist das Fluid elne 
. 5 FIQssigkeit Vielfach ha'ndeft es slch bei der FIQssigkeit urn Wasser oder im 
Stand der Technik bekannte PufferlQsungen, wie beispielsweise. PBS 
(phosphate buffered saline, phospatgepufferter, Salzl&sung), insbesonde/e 
wenn dem Analyseverfahren eine biochemische Reaktion zugrunde liegfc 
. Grundsatelich kann es sichbei der FIQssigkeit aber auoh urn eine andere 
10 transparente FIQssigkeit . handeln, beispielsweise urn flQssige 
Kohlenwasserstoffe^Sauren oderLaugen. ■ 

Bei dem erflntiungsgemafcen Verfahren wird In einem nSchsten Schritt das 
Probenfluld mlt dem Antikorper enthaltenden Fluid In Kontakt gebrgicht, 
lswobel der Antikorper in Gegenwart eines Antigens ein Antlgen-AntikSrper- 
PrSzipltat bllden kann, das nun beispielsweise mit der erflndungsgemaSen 

Vorrlchtung nachgewi^sen warden kann. 1 

■ • * - 

DarQber hinaus ist es jedoch vielfach von Interesse, das Vorliegen von 
2oHapterien in einer Probe zu ermrtteln. Haptene sind nicht-komplette 

Antigene, d. h. sie sind zu klein, als dass mehr als ein Antikarper gebunden 

■ 

werden kann. Haptene konnen insbesondere Pharmaka, Drogen, Pestizide, 
Umweltgifte, Sterotdhormone Oder Mykotpxine sein. Haptene binden 
spezrfisch an Antikorper. Sie blockleren Jedoch lediglich die Paratop- 

25 Bindungsstelle des Antikorpers, ohne dass eine Kettenreaktion stattfinden 
, kann. Die Mindestgrosse fQr Immunogene (komplette Antigene) liegtbei 5 bis 
10 kDa, d. h. > 30 ArninosSurereste, d. h, > 3 nm Lfinge, denn ab dieser 
Grosse kdnnen mindestens zwel AntikdrpermolekOle slch an diese Antigene 
mit entsprechend vorhandenen Epitop-Bindungsstellen koppeln und elne 

30 Kettenreaktion auslosen, dte vielfach zu einer Prazipitation fUhrt. 
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Eine Bestimmung yon Haptenen kann beispielsweise mit hydrpphilen ' 
makromolekularen IMultispacern (hmM) Oder mit verwandten, dem Fachmann 
bekannten Verbindungen erfolgen, Hydrophile makrornolekulare Muttispacer . 
5 sind im Stand der Technik bekannt und umfassen eln hydrophiles 
MakromolektJI, wie beispielsweise Albumin. An dieses hydrophile 
MakromolekQI werden mit im Stand der Technik bekannten. Spacem die 
gleichen Hapten-MolekQIe Oder verschledene Hapten-MolekUle ehemisch : 
- angekoppelt. Falls ein hydrophfler makromolekularer Multispacer mindestens . 
10 zwel gleiche Hapten-MolekQIe aufweist, so kann er for eine PrSztpitation 
verwendet werden, Ein solches MoIekQl kann far einen Antikarper-Siichtest 
verwendet werden, der auf einer VerdrQngungsreaktlan basiert. Bei 
Haptenen liegt somit ein auf einer Verdrangungsreaktion basierendes 
Messprinzip vor, wle nachstehend beiepielhaft beschrieben, wobei nur bei 
15 negativ-Proben Reaktionspeaks gesehen warden, d.h. nur bei negativ- 
Proben ein Nachweis von Reaktionsprodukten erfolgt. 

Wenn eine Biut- oder Spelchelprobe auf ein Hapten, beispielsweise Kokain 
untersuchen werden soil,, so gibt man zu dem verdUnnten Biut- oder 
20 Speicheitropfchen' einen AntikOrper, der gegen Kokain gerichtet ist; Nach 
etwa einer Minute wlrd eine kleine Menge eines synthetisch hergesteliten 
Kokain-hmM, d.h. .ein hydrophiles, Qber Spacer mit KokainmolekQIen 
verknQpftes MakromolekQI, hinzugegeben. 

• 25 Wenn Kokain in der Probe vortiegt wirkt dieses als Hapten und blocklert die 
Antikorperbindungsstellen. Die nachfolgende Zugabe des . Kokain-hmM's 
zeigt keine Wlrkung. Wenn jedoch kein Kokain in der Probe war, sowurden 
keine Antik6rperbindungssteilen blockiert und die Zugabe von Kokain-hmM 
. fQhrt 2U einer Kettenbildung, die als Teilchenwachstum mit dem 
30 erfindungsgemaaen Verfahren, beispielsweise mit der nachstehend 
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beschriebenen Q-MAP-Vorrichtung, gemessen werden kann. 

Bel dem erfindungsgema&en Verfahren. wird ein Lichtstrahl, fnsbesondere 
koharentes Llcht, wle beispielsweise ein Laserstrahl durch die zu 

s untersuchende FIQssigkeit gestrahit. Nachstehend wird . das 
erfinduhgsgemaBe Verfahren unter Bezugnahme auf einen Laseriichtstrahl 
beschrleben, dies schlieSt jedoch nicht aus, dass auch andere dem 
Fachmann bekannte, geelgnete Uchtquelien bei dem erfindungsgema&en 
Verfahren eingesetzt werden ksnnen. Beispielsweise kann ein Laserstrahl 

10 von der nachstehend detaliliert beschrlebenen, erfindungsgemaBen 
Vorrichtung, die auch als QtMAP (quantitative measurement of attomolar 
precipitation-products) - Vorrichtung bezeichriet wird, bereitgestellt werden. 
Alternativ kannen jedoch auch andere Vorrichtungen auf Basis der 
Offenbarung der hler vorllegenden Erfindung verwendet werden, die von 

lseinem Fachmann ausgehend von der Lehre der vorllegenden Erfindung 
entwickeit werden kannen. 

Der Laser sendet einen Strahl durch die zu untersuchende FIQssigkeit und 
ermiftelt die Anzahl der darin vorhandenen Teilchen und deren GrSBe. 

20 Hierbel erfolgt elne Extlnktionsmessung an der Hell-Dunkel-Grenze des 
Lichtkegels, der beim Durchgang des vorn Laser erzeugten Lichts durch die 
das Reaktionsfiuid enthaltende Messkammef entsteht, duroh einen 
Photoempfanger (wobei der Photoempfanger eine« einstellbare Verstarkung . 
des Signals, sowie einen einstellbaren Arbeitspunkt aufweisen kann), so 

25 dass die Vorrichtung als efne "molekulare Llchtschranke ,r wirkt. Elne Q-MAP- 
Vorrichtung wie nachstehend beschrieben kann beispielsweise 
TeilchengrSften zwischen 20 nm und 5 pm bestimmen, wobel jedoch aus 
dieser Messung keinerlei Aussagen Qber die Beschaffenheit 
beziehungsweise die Ziisamroensetzung der gemessenen Teilchen gemacht 

30 werden kfinnen. Laser und Photoempfanger sind nahezu in einer Achse 



\ 
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angeordnet. Der Laserstrahl .geht.ganz knapp am Photoempfanger vorbei. 
Das vorwarts gestreute Licht bildet elnen Kegel, auf dessen Hell-Dunkel- 
Grenze der Photoempfanger elngestellt wird. 

. 5 Jedes Teilchen, das sich in einem Fluid In der Messkammer befindet uhd den • 
. Laserstrahl passlert, erzeugt eln Signal, wobei die Anzahl der Signale der 

statistischen Vertellung der Partikel in der Messkammer entsprieht Wenn 
. Teilchen, auch kleinste Teilchen, im Focus des Lasers durch den Lichtkegel 
1 wandem, dunkeln sle Ihn ab, quasi als Schattenwurf. Die Anderung der 
10 Urspruhgshelligkeit (ohne Teilchenschatten) wird gemessen. Eln sohneller 

Rechner, beisplelsvyeise eln Pentlum-Rechner, kann bis zu 10.000 

Teilchendurchgange pro Sekunde unterscheiden. Kleine Teilchen bewegen . 

sich schneller als GroBe, die Transitionszeit ist eln direktes Matt for die 

Teilchengrdtte. 

15 . .• '•'*•■ 

Falls mehrere Teilchen gleichze'rtig im Laserstrahl smd, wird nur das Grottte 
gemessen. Anhand der unterschtedlichen Geschwindigkeiten mit denen die 
Partikel den Laserstrahl passieren, kann .man die Jewellige Teilchengrotte 
Ober die dem Fachmann wohlbekannte Stokes-Einstein-Gleichung ermitteln. 

20 Bei dieser Messung ist weniger die absolute Teilchengrdtte, als die Anderung ' N 
der TeilchengroBe (die durch das Wachstum von Teilchen hervorgerufen 
wird) von Wichtigkeit. Der jeweilige Filter dient als Matt zur Bestimmung des 
Beginns von Teilchenwachstum. j e groBer die Filterpqren kind, desto grdtter 
mUssen die Prazipitate .werden, urn sich vom "Grundrau'schen" zu . 

25 unterscheiden. Bei 100-200 nm Filtem relchen sehr wenige wachsende 
Teilchen, urn ein messbares Signal zu erzeugeh. Da die Teilchen statlstlsch 
vertellt sind, findet auch immer im, Laserfokus, ' der in der Mitte der 
Messkammer ist, ein Teilchenwachstum statt 
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Die Geschwindigkeit mlt der die Teilchen den Laserstrahl passieren, wird 
erfasst in dem die Thansitlonszeit gemessen wird, in der das Teilchen den 
Strahi durchlSuft (vom Beginn der Heliigkeitsanderund bis zum Entie 
derselben), , 

.5 • ' . 

Hierbei zeigt sich, dass je sauberer die Ldsung 1st, desto wahrscheinlicher 
Teilchen einzeln im Laserstrahl vorliegen beziehungsweise, dass Je 
verschrriutzter die Ldsung ist, sich desto mehr die Signale Qberlagern, was 
zu einer vehminderten JEmpfindlichkeit fOhrt. 

10 

Die Signalstarke ist abhangig von der GrdSe und Anzahl der Antigen- 
AntikSrper-Prazipitate. 

Bei konfctanter AntikSrperkonzentration steht die Abnahme des MeRsignals 
15 im direkten ZCisammenhang mit der Antigenkonzentration, 

■ * 

Bei einer erfindungsgema&en Erfassung kann dabei beispielsweise wie folgt 
vorgegangen werdeij: Alie zu untersuchenden Fluids werden durch Filter m'rt 
bestimmter PorengraSe in die Messkammer Injiziert, so dass bei einer 

20 Erfassung des Probenfluids oder des Antikorper-Fiuids, jeweils allein, nur 
Signale bei einer Auswertung auftreten r die Partikel zefgen, die, kleiner als 
eine bestimmte TeilchengrSSe sind. Bei dem erfindungsgemaSen Verfahren 
weisen sowohl die verwendeten Antikerper, als auch die verwendeten 
Antigene, eine Gr5Be unterhalb der bestimmten PartikelgroBen-Grenze auf 

25 und slnd somit kleiner als die PorengroBe des zur Abtrennung verwendeten 
Filters (beispielsweise kleiner als 200 nm), so dass sie bei der Abtrennung 
nicht entfernt werden. 

Ein .Beispiel for ein Blld, das bei einer derartigen Erfassung eines 
30 Probenfluids auf Basis einer NaCI-Lflsung erhaiten wird, zeigt>Fig. 2a. Bel 
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diesen Bildem ist entlang der x-Achse die TeildhengrOBe und entlang der y- 
Achse die Teilchenanzahl veranschaulichi WIe In Fig. 2a ersichtlich, sind nur 
Partfkel bis zu einer bestimmten Maximalpartjkelgrd&e vorhanden, wobei die 
Teilchenanzahl - abnimmt. je groSer die Partikelgrofce ist. Ein analoges 
' 5 Erfassungsergebnis wird far das filtrierte und.somlt im wesentlichen nur 
Partikel einer bestimmten Partikelgra&e enthaHende Antikdrper-FJuid erhalten 
werden (nicht gezeigt). / 

Nach einem gleichzeitigen, separaten Injizieren des Probenfiuids 
10 bezlehungsweise des Antikorper-Fluids erfolgt * eine Reaktion in der 
Messkammer unter Bildung von MikropfSzipitationen und eine Erfassung der; 
.GrdReundZahldergebildetenAntlgen-An^^ . 

Ein derartiges Messergebnis ist beispielsweise in Fig. 2b veranschaulicht, 
is worin das Auftreten von Teilchen erkennbar 1st, die groSer als die bestimmte 
Partikelgr66engrenze von beispielsweise 200 nm sind. Die Bildung von. 
grd&eren Teilchen 2eigt also an, dass eine Reaktion stattgefunden hat Falls 
dagegen keine Reaktion zu grfilieren Teilchen stattfindet, 1st die untersuchte 
FlUsslgkeit frel von dem Jewelllgen Antigen. 

20 , 

Die Messungen kfinnen zu jedern Zeitpunkt nach dem. Befallen der 
Reaktionskammer mit Probenfluid und Antikorper-Fluid begonnen werden. 
Gemaft einer AusfOhrungsform der voriiegende Erfindung werden die 
Messungen erst beispielsweise 60 Sekunden nach dem , Befallen der 

25 Messkammer gestartet, da leichte Schwankungen bei der. 
Injektionsgeschwindigkeit zu Konvektionsunterschfeden. in der Messkammer 

f fOhren kdnnen. Nach beispielsweise weiteren 60 Sekunden ist das 

• Prazipitationsmaximum erreicht Die danach elntretende Abnahme • des 
Messsignais ermsgiicht eine genaherte quantitative Erfassung oder 

30AbschStzung der unterschiedlichen Antigen-Konzentratlonen. Hierbei spielt 
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, die Ausgangskonzentration beider Reaktionsteilnehmer .elne entscheidende 
Rolle. Je hoher diese Ausgangskonzentrationen slnd, desto langer wlrd die 
Zelt bis zur messbaren Abnahme des Prazlpftationsmaximu'ms. 

s Bei der DurchfOhrung des erfihdungsgemaSen Verfahrens 1st es vorteilhaft, 
wenn die verwendeten Rulds. eirie mOgllchst hohe Reinheit aufwelsen und 
beispielsweise mit elnem Filter geeigneter PorengrfiBe, beispielsweise von 
200 nm, vor ihrer Verwendung filtriert wurden. urn. ein Grundrauschen bei der 
Erfassung' zu eliminieren beziehungsweise zu mlnlmieren. DarOber hinaus 
losollten die Materiatlen der wShrend des erfindungsgemaiien Verfahrens 
verwendeten Vonichtungen moglichst wenig Partikel abgeben. 
Beispielsweise kann die Messkammer aus PTFE (Polytetrafluorethylen) 
ausgebildet selh. Urn zu verhindem, dass die verwendeten Materfalien 
(beispielsweise der Messkammer) auf Dauer Teilchen abgeben, kann 
15 weiterhin die Messzeft so kurz wie moglich gehaKen werden. 

DarOber. hinaus sollte die Konzentratiorien der verwendeten Antigen- Oder. 
Antikarper-Ldsungen so gering sein, dass bei elner stattfindenden Antigen- 
Antikarper-Reaktion nicht zu viele oder zu groBe Prazipitate entstehen, da 
20Sich sonst mehirere Teilchen auf einmal im Strahlengang befinden kannen 
und eine Transitionszeit nur sehr schwer ermitteibar 1st. Die hachste 
Empfindlichkeit des erfindungsgema&en Verfahrens ist im femto- und 
attomolaren Bereich, . 

MM 25 Von besonderem Vorteil. ist, dass das erfinduhgsgemaBe Verfahren auch 
quantitative beziehungsweise halb-quantitative Aussagen ermoglicht. 

•' " 
Zwei Verfahren konnen beispielsweise zur Auswertung einer quentitativen 
Erfassung verwendet werden. Bei dem ersten Auswertungsverfahren wird die 
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Flache (F) unter der Messkurve zurn Zeitptmkt t1 und t2 (beispielsweise zum 
Zeltpunktt1=120 Sekunden uhd t2=180 Sekunden) ermittelt, wobei man Qber 

i 

F N - (Fh + F G ):2, 

5 

einen guten Naherungswert FisTfOr eine FISche erhait, aus der dann ein 
quantitativer Wert fQr die Partikelanzahl erhalten werden kann. Bei diesen 
<extrem niedrigen Konzentrationen 1st das Teilchenwachstum linear, d.h. 
beispielsweise eine Verdopplung der Konzentration fQhrt zu elner doppejt so 
10 grofeen Flache eines Messsignals* .... 

• Eine alternative und/oder erg§nzende Methode zurn Erhalten einer 
quantitativen Auseage, beruht darauf,.dass die Ldsungen so lange verdOnnt 
werden, bis man an die kinetische Grenze der blmolekularen Reaktion stoSt. 
15 Bei Konzentrationen unter 100 attomolar werden die frqien .Weglingen der 
Reaktionsteilhehmer zu groR (>1p0 pm) und es kommt in der vorgegebenen 
Mess^eit zu keirier messbaren Prazlprtation. Bei Konzentrationen Ober 10 
nanomolar beginrit die sterische Behlnderung durch zu zahlreiche und zu 
groSa Reaktionsprodukte und auBerdem setzt der vorstehencjj erliuterte 
20 "Prozoneneffekt" ein. Bei einer z.B. 10 mikromolaren Lesung betragt die freie 
' Weglange eines Teilchens nur noch 1 00 nm. 

Der errnittelte VerdQnnungsgrad an diesem physlkalischen Endpunkt 1st nur 

noch abhanglg von Temperatur und Konvektion, da die Viskositat bei den 

< 

25hoheh VerdUnnungen . z.B. in . PBS • (phosphate buffered saline, 
phospatgepufferter Salzlosung) kelne Rolle spielt Wenn diese beiden 
Parameter kon6taht gehalten werden, ist die Starke der Vecdunnung der 
Ausgangslesungen ein direktes MaG, fQr die Konzentration der jeweiligen 
Ldsungen. , 

30 ' 
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Eine exakte quantitative Konzentrationsbestimmung von Proben ist mit dem 
erfmdungsgema&en Verfahren mitteis eirier .Eichie&ung mit bekannter 
Kohzentration des jeweiiigen Proteins meglich, wobei efnem Fachmann 
bekannte Vorgehenswei&en erigewendet werden. 

s . - * 

Nach eiher werteren Ausgestaltung des Verfahrens kfthnen kontinulerliche 
und/oder rnehrfach stlchprobenartige Messiingen des Fluids in der 
Messkarnmer vorgenommen werden,. Hierdurch ist es insbesondere mSgllch, 

. den Eridpuhkt der Reaktion festzustellen und Mittelwerte der Erfassungen zu 

10 bllden. Bevorzugt wird bereits das vbn Teilchen mit einer FartlkelgroRe Qber 
dem bestlmmten Wert im wesentlichen fteie Tragerfluid vor Zugabe des 
AntikSrpers und/oder vor Zugabe der Probe einer Messung unterzogen und 
das Ergebnis dieser Messung als Bezugswert fUr die Messung des 
Prazipltats herangezogen. 

is . 
Bei dem erfindungsgemSSen Verfahren kommt man mit verh§ltnlsm§(Jig 
geringen Mengen Fluid aus und der Aufwand f£ir die Entfernung von Stoften, 
deren Partlkel grade einen bestlmmten Wert Qberschreitet, aus dem 
verwendeten Fluid kann gemindert werden. FQrdie Entfernung solcher Stoffe 

20kann das verwendete Fluid beispielsweise auch durch Umschalten von 
Ventileinrichtungen durch einen Bypass mit einem Filter gefOhrt werden, der 
die besagten Stoffe ausfiltert Das Filtem des verwendeten. Fluids kann vor 
dem Einspeisen der Probe Gber eine bestirnmte* vorgegebene Zeit 
durchgefuhrt wertlen, um.slchenoistellen; dass keine die Messung sterenden 

25 Stoffe mehr enthalten sind. Aus der Probe kfinnen Stoffe, deren 
PartikelgrfiRe den bestimmten Wert Qberschreitet, insbesondere durch Filter 
entfernt werden, die in die Einspeisesteilen integriert beziehungsweise 
diesen vorgeordnet sind. Auch nach dem Einspeisen der Probe kann das 
derart erhaitenen Probe nfluid Qber eine bestimmte Zeit gefiitert werden, um 
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stSrende.Stoffe, die mit der Probe oder aus dem Leitungssystem in das Fluid 

gelangen kdnnten, zu entfemen. 

Gemass eirier weiteren Ausgestaltung des Verfahrens wird das Tragerfluid 
s nach Zugabe>eines Antlkorpers, die zu einem Nachweis Oder nicht zu e'inem 
Nachweis eines Antigens gefOhrt hat, erneut gefittert, bis eln anderer 
Antikorper zugegeben wird.. Hlerdurch konnen zwischenzeitlich in das 
Tragerfluid eingetretene Stoffe, welche die Messung stSren konnten, entfernt 
warden. Au&erdem 1st es hierdurch moglich, eln nachgewiesenes 
10 Reaktionsprodukt aus dem verwendeten Fluid zu entfernen. urn eventuelle 
weitere Komponenten der Probe zu analysieren. 

Das erfindungsgemalse Verfahren ist fQr vielfSitige Anwendungen 1m Bereich 
der. Wasseranalytlk (Nachweis von Inhalts- und Schadstoffen), der 

15 Lebensrriitteltechnologie (Nachweis von Mikroorganismen, InhaJtestoffen) 
oder bei biologlschen Oder medizinischen Tests (z. B. Nachweis bestimmter 
DNA- Oder RNA-Sequenzen, Bakterlen oder von Allergenen (Allergietests)) 
geeignet. Welterhin sind auch Anwendungen irn Bereich hydrophller 
makromolekularer Multi-Spacer, Branch-DNA-Sonden oder einer 

20 quantitativen PCR megllch. Insbesondere kann das erfindungsgema&e 
Verfahren auch zum Nachweis des infektlosen Prfonen-Proteins PrP Sc bei 
BSE-Tests verwendet warden. Da bei dem erfindungsgema&en Verfahren 
SuBerst geringe Mengen dieses Prionen-Proteins nachgfewiesen werden 
konnen, elgnet sich das erfindungsgemaSe. Verfahren auch for einen 

25 Nachweis des.infektiosen Prlonen-Proteins PrP** aus Blut. 

i 

t 

Dariiber hinaus bletet das erfindungsgemafce Q-MAP-Messverfahren elne 
. schnelie und einfache Mdglichkelt, das Adsorptionsverhalten von 

verschiedenen Protelnen an unterschiedlichen Oberflachen zu testen. 
30 Hochpolierte Flachen konnten so zerstorungsfrei auf einen 
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"Prbteinadsorptionswert" UberprOft werden, wobei Abweichungen vom 
. Sollwert' auf einen Oberflachenclefekt hindeuten. So konnen beispleisweise • 
bei aufgedampften, dQnnen Metalloberflachen auf diese Weise 
, Oberflachendefekte s einfach und schnell nachgewiesen werden. 

Weiterhin kann die voilstandige lmmobilisierung bestimmter Proteine an der 
jewelligen Oberflache ebenfalls geprQft werden, was beisplelsweise Im 
Bereich der DNA-Analytlk und ,. deF . Blochips-Technologie von hoher 
Bedeiitung ist. 

10 .... . • ' • ' ' 

Eine weitere mogliche Anwendungsmoglichkeit des erflndungsgemaSen 
Verfahrens kann darin beruhen, dass der Einfluss von Chemikalien auf eine 
Oberflache bestlmmt werden kann.. Insbesondere kommen beisplelsweise 
Vorher-Nachher-Tests zum Nachwels von Veranderungen durch eine 
is Oberflachenbehandluhg in. Betracht, da eine veratzte Flache eine grQRere 
Oberflache als einfc nicht veratzte aufweist und somit eine grtJBere Menge an 
Antigen-Material, beisplelsweise Proteinen, an diese Oberflache adsorbierbar 
ist. Hierbel kann beispielsweise die Menge der frei in LGsung gebtiebenen 
Proteine bestlmmt werden. . 

20 . . 

Noch eine andere . AnwendungsmSglichkeit beruht darin, dass das 
erfindungsgemaRe Verfahren ermaglicht, dass die Beschaffenheit auch der 
innfcren Oberflache von Schiauchen und Rohren getestet werden kann. 

m m 25 Nach Beendigung des erfindungsgema&en Verfahrens konnen die Antigen- 
Antikerper-PrSzipitatlonen aufgelfist werden, beispielsweise. mit Proteinase K 
bei Substanzen die von Proteinase K nicht zerstort werden (z>B. Prionen und 
Substanzen, die keine Aminosauren enthalten), und weiteren Behandlungs- ; 

^ oder Untersuchungsschritten unterworfen werden. . 

30 
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. Ein weiterer. wichtiger Vorteil des erfindungsgema&en Verfahrens ist, wie 
vorstehend ausfuhrlich beschrieben, .dass. es auch quantitative Erfassungen 
ermdglicht; DarOber hinaus kann das Verfahren vollautomatisch ausgefohrt 
werden, was zu einer deutllchen Einsparung ari Arbeitskosten fQhrt, so dass 

ssomlt ein . vergleichsweise kostengOnstig ausfiihrbares Verfahren 
bereitgesteiltwird. .... v 

Weiterhin ermdglicht das erfindungsgemaOe Verfahren einen Nachweis von 
Krankheitserregem aus Kqrperflussigkerten oder . -ausscheidungen, : 

10 insbesondere Blut, in sehr geringen Mengen. Dies steiit einen sehr wichtigen 

. Vorteil dar, da geringe Mengen an Blut. beispielsweise ein kleines 
BluttrQpfchen (ca. 10-20 ul), einfach an einer Fingerkuppe oder einem 
Ohriappcheri mit einem RShrchen entnommen werden kann, ohne dass 

. hierzu ein Arzt oder eine ausgebildete Krankenschwester erforderlich wate. 

ts Deraitige Tests kdnnen beispielsweise einfach in einer Apotheke oder aber 
auch in Altersheimen oder Rehabllitationseinrichtungen yorgenommen 
werden und liefern einfach. und schnell eine Aussage darQber ob eine 
Jnfektion mit einem bestimmten Bakterium voiiiegt. Von besonderem Vorteil 
ist, dass sowohl die Probenentnahme, als auch* die Durchfohrung des 

20 erfindungsgemaBen Verfahrens mft der erfindungsgema&en Vonichtung, 
keine medizinisch ausgebildeten oder hoch qualifizlerten Mitarbeiter 

>. erfordert Alternativ konnen mit einem derartigen Test natQrlich auch andere 
Substanzen im Blut mit spezifischen , AntlkSrpern ermittelt werden, 
beispielsweise Drogen oder Arzneimittel. , 

25 '• '. ' 

Wahrend bel handelsQbllchen Messgeraten das Verhaitnis zwischen Antigen 
und Antikorper nicht mehr als um den Faktor 2-3 differferen darf, sind mit Q- 
MAP auch. dann noch Messungeri mfiglich, wenri , von dem 
Idealmischungsverhaitnls zwischen Antigen und AntikGrper um den Faktor 

30 IOO abgewichen wird. (Bei glelch bleibender Antikerperkonzentratlon wurde 
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die ideal© Antigenkonzentration auf 1% geserjkt urid bis. auf 10000% erhfiht. 
Das gleiche wurde umgekehrt auch bei glelch bleibender 
Antigenkonzentration durchgefOhrt). Diese interessante Abweichung von der 
„Heidelberger-Kurve" im femto- und attomolaren Bereich, die durch die 
5 geringeren sterischen Behinderungen der MolekOle verursacht wird; macht 
zeltaufwandlge VerdurinUngsreihen tlberfiossig. 

Insbesondere eignet sich das erfindungsgema&e Verfahren fur elne 
Untersuchung von gepoolten Proben, was insbesondere fpr Untersuchungen 

10 von Blutkonserven (beispielsweise hinslchtlich HIV bder Hepatitis) und BSE- 
' Testproben von Interesse ist. Mit dem erfindungsgemalSeh Verfahren kfinnen 
etwa 50 Messungen pro Stunde durchgefOhrt .warden, was bedeutet, dass 
bei einem 8-10 Stunden Tag mindestens 400 Untersuchungen pro Tag 
beziehungsweise mehr als 80,000 Messungen pro Jahr durchgefOhrt werden 

is kfinnen. Bei 10-100 gepoolten Proben je Messung kann man also 800.000 - 
8.000;000 Proben mit nur einem MessgerSt pro Jahr untersuchen.. 

Bei einer Untersuchung von Blutkonserven, . kflnnen beispielsweise 10 
verschiedene Antikfirper (gegen 10 verschiedene Krankheiten) auf einmal zu 

20 einer Blutkonserve zugesetzt werden, urn festzustelten, ob diese 
Blutkonserve verwendbar Ist Bei einer positiven Reaktlon muss die 
Blutkonserve weggeworfen werden, da es egal ist, 6b sie beispielsweise m*rt 
HIV oder Hepatitis verseucht ist. Falls es dartiber hinaus von Interesse ist, 
welcher Erreger die positlv-Reaktion ausgelbst hat, so kfinnen die Antikfirper 

25 einzeln zugegeben werden. Wenn man beispielsweise 100 Blutkonserven 
poolt und gleichzeitid. 10 verschiedene Antikfirper verwendet, so kfinnen mjt 
nur einer Messung, die etwa 60,Sekunden dauert, festgestellt werden, ob alle 
100 Blutkonserven verwendbar slnd. 
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Ein Test bei dem eine derart gerlnge Produktmenge ausreicht, uhd der eine 
entsprechend " hohe EmpflndHchkert bis in dan femtc- oder attomolaren 
Berelch hin aufweist, ist bislang im Stand der Technik nicht bekannt und .stelft 
einen wichtigen Fortechritt dar, . 

DarUber hinaus urnfaast die vorllegende Erflndung ein Computerprogramm- 
Produkt, welches Programmcode-Mlttel umfafcst, die auf einem Computer- 
lesbaren Medium gespetchert sind, umdas erfindungsgema&e Verfahren 
ausfGhren zu konnen, wenn das Computerprogramm-Produkt auf einem 
* 10 Computer, einer Netzwerk-Vorrichtung oder einer Vorrichtung, insbesondere 
einer analytischen Erfassungsvorrichtuhg betrieben wird, Weiterhln stellt die 
vorfiegende Erflndurlg auch ein Computerprogramm-Produkt bereit, welches 
einen Pragrammcode umfasst und von einem Server herunterladbar ist, urn 
das erfiridungsgemalie . Verfahren ausfGhren zu konnen, wenn das 
is Computerprogramm-Produkt auf einem Computer, elner Netzweric- 
Vorrichtung oder einer Vorrichtung,. Insbesondere .elner analytischen 
Erfassungsvorrichtung (beispielswelse einer in der voriiegenden Anmeldung 
beschrieben Erfassungsvorrichtung) betrieben wlrd. 

20 Die vorliegende Erfindung betrifit welter eine Vorrichtung zum Nachweisen 
von geringen Partikelmengen, die auch als QrMAP (quantitative 
measurement of attomolar precipitation-products) - Vorrichtung bezelchnet 
wird.' 

25 Eine derartige Vorrichtung umfasst eine Lichtquelle, wobei als Llchtquelle 
1 bevorzugt ein Laser verwendet wird. ? 

Die Messkammer einer derartigen Vomchtung sollte aus. einem Material 
hergestelrt sein, das im wesentlichen keine Partlkel abglbt und das einen 
30 Durchgang elnes Llchtstrahls, insbesondere eirtes Laserstrahls, ermOgllcht 
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Derartlge Materlallen sind einem Fachmann bekannt. Beispielsweise kann 
die Messkarrimer aus PTFE (Polytetrafluorethylen) ausgebildet sein. Die 
Messkammer weist eln Volumen von weniger als 100 pi, voreugsweise von 
30-50 ul, insbesondere von 40 Ml auf. 

5 . 

' Die ' .erfindungsgemafie Vorrlchtung weist insbesondere elnen 
Photoernpfanger auf, der elne einsteltbare Signalvefstarkung und einen 
etnstellbaren Arbeitspunkt aufweist. - . 

to Der Photoernpfanger kann beispielsweise ausgewahlt werden aus der 
Gruppe bestehend aus thermischen Detektoren, Photodloden, insbesondere 
Photoleiterdetektoren, Photovoltaischen Detektoren, Lay/inendioden, 
Dlodenarrays, Photomultipllern. 

15 Eine erfindungsgemaSe Erfassungsvorrichtung ermoglicht insbesondere eine 
Bestimniung von Tellchen zwlschen 20 nm und 5 pm. 

Zusatzllch stellt die vorliegende Erffndung auch einen Kit zum qualitativen 
und/oder quantitativen Nachweis 'eines bestimmten, nachzuweisenden 
20 Partikels. bere'rt, beispielsweise eines Proteins oder Mormons, wobei' die 
bestimmten Partikel mindestens zwel Antikerper-Bindestellen aufweisen. Der 
Kit umfasst eine Erfassungsvorrichtung. wie vorstehend beschrieben, 
mindestens einen Antikdrper, der spezifjsch an das bestimmte Partikel 

• binden kann, und mindestens ein geeignetes Fluid zur Aufnahme der Probe. 
2sEin derartiger Kit kann spezlell auf die bestimmten Bedurfnisse eines 
Anwenders ausgelegt werden, und enthalt aufeinander abgestimmte 
Komponenten .'und eine entsprechende Beschreibung fQr den Benutzer, der 
mit dlesem Kit erflndungsgema&e Erfassungen sbfort und in sehr einfacher 
Weise diirohfahren kann. Beispielsweise kann e'ln derartiger Kit auf die 
30Bestimmung eines bestimmten Krankheltserregers In einer geringen Menge 
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Blut Oder auf die voretehend beschriebehen Anwendungen zur 
Oberflichenuntersuchung yerwendet werden. 

Ausmhrliche Beschrelbu nci vori Fiaur 3 

5 • '.*'-.•''' 

Die Erfindung. wird nachfolgend anhand der anliegeiiden, beispielhaften, 

nicht-einschrankenden Schemazeichnung einer Anlage.zum DurchfUhren 

des erfindungsgema&en Verfahrens naher eriautert. 

10 Der Probenwechsler 1 kann sowohl verschiedene AntlgenlSsungen (z.B. 
Blutproben), als auch unterschiedliche Antikarperlosungen In die jeweiiigen 
Mischgefalie 2 beziehungsweise 3 injlzleren, urn eihe Probe nacheinander 
auf verschiedene mdgllche Erreger zu untersuchen. Die MlschgefaSe 2 
beziehungsweise 3, fur die Antigen- beziehungsweise Antikorperlosungen 

15 konnen nicht nur zur VerdQnnung der jeweiiigen Losungen diehen, sondem 
auch zum jSpuien der Messkammer mit Puffer (PBS) bder Antikorperlosung. 

Die Filter 4 slnd austauschbar und weisen beispielsweise eihe PorengrdBe 
von 200 nm auf . Das Ventil 5 kann so geschaltet werden, dass die Losungen 
20 einzeln Oder gemeinsam in die Messkammer 6 ; fiieRen kOnnen, worln 
permanent, elnfach oder mehrfach stlchprobenartig eine Erfassung mit der 
Erfassungsvorrichtung erfblgt 

Die Pumpe 7 ist z.B. eine kleine Vakuumpumpe die alle Losungen ansaugt. 
25 Sie ist mit dem Ventil 5 koordiniert und pumpt nach erfolgter Messung deh 
Inhalt der Messkammer in das AbfallgefaS 8. Dieses kann z.B. mit elner 
desinfizierenden bzw. keimtotenden Flussigkeit versehen sein, urn alle 
mOglicherwelse gefahrilchen Stoffe sofort unechadlich zu machen. 

30 Falls der eihgespeiste Antikarper mit elnem Antigen aus der Probe zum 
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einem Antigen-Antikorper-PrSzipitat reagiert, bllden sich Teilchen mit einer 
PartikelgroBe, die den bestlmmten Wert uberschreltet. Dlese Prazipitate 
erzeugen ein Signal, das sich deutlich von. den Signalen eventuell noch im 
TrSgerfiuid vorhandener Partlkel mit einer PartikelgrSBe unterhalb des 
5 bestim'mte.n Werts . unterscheidet Infoigedessen toerden diese 
Reaktionsprodukte eindeuttg durch dieErfassungsvorrichtung hachgewlesen. 
Aus dem Nachwels ergibt sich. dass ein . bestimmter Staff in der Probe 
enthalten 1st und gegebenenfalls kann, gemaB den vorstehend 
beschrlebenen Methoden, auch dessen Gehalt ermittelt werden. 

10 ' • 

Falls' nach Injektion einer ersten Antikorperlosung die Erfassungsvorrichtung 
' kelne Partlkel oberhalb der bestlmmten PartikelgroBe nachweist oder weitere 

ntcht mit dem verwendeten Antikorper eine spezifische Reaktion ejngehende 

Antigene in der Probe verriiutet werden* kann anschlieRend eine andere 
15 Antikflrperiasung eingespelst werden. Zuvor kennen gegebenenfalls 

nachgewiesene Prazipitate durch SpQIen aus . der Messkamtner entfernt 

werden. 

i . i _ * 

Die nachfolgenden Beisplele dienen zur Eriauterung der vorliegenden 
20Erfindung. Eine Einschrankung des Schutzbereichs der vorliegenden 
Erfindung auf den Gegenstand der Beispiele 1st Jedoch In keinster Weise 
beabslchtigt , ' ' 

Beisplele 

Belsolel 1 : BSE-Bluttest 

Der Rlnderbestand in Deutschland betragt etwa 15 Mlllionen. 2.-3 Milllonen 
BSE-Tests (ELISA und Western Blot) werden jahrllch In Deutschland an deh 
30Gehimen von toten Tieren durchgefQhrt Ein BSE-Schnelltest (ELISA oder 
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Westem Blot) dauert zur Zeit 6 - 8 Stunden. Mit dem erfindungsgema&en 
Verfahren kann der BSE-Erreiger am lebenden Tier mit nur einem Tropfen 
Blut innerhalb von zwel Minuten nachgewiesen werden* die Kosten betragen 
* nureinen BruchteiL 

5 

Beisoiel 2: Biutkohserven auf neue Creutzfeld- Jakob-Krankheit fnCJK) 
QberorOfeh 

Um die Bevttlkerung vor dem denkbaren Risiko einer nCJK-Obertragung 
loUber das . Blut zu schutzen, bleteh sich verschiedene MaRnahmen an. Der 
erfolgversprechendste Schritt ware das Testen Jeder einzelnen Blutepende 
auf die fnfektion, wie bei Hepatitis und Aids. Doch der Erreger kommt bei 
Kranken nur in sehr geringen Mengen vor, ZuverlSssige Teste gibt es im 
Stand der Technik nicht 

Das erfindungsgemade Verfahren tet in der Lage, den Erreger im Blut bzw. in 
Blutprodukten nachzuwelsen. . 

Belspiel 3: Anwendunden in der Lebensmittelindustrie 

20 

Mykotoxine sind hochgiftige Abbauprodukte von bestimmten Pilzen. 
Mykotoxine slnd Haptene unci sind deshalb. mit dem oben beschriebenen. 
Messverfahren qualitativ und quantitatiy nachweisbar. 

2S Bei Screen'ing-Untersuchungen von beispteisweise ganzen Schiffsladungen 
von Kaffee, Tee, Mehl Oder NQssen ist ein qualitativer Test, der in etwa zwei 
Minuten vor Ort durchgefohrt werden kann, ausrelchend. . , 

Um festzustellen, ob ein Tier illegal mit Hormonen gemastet wurde, muss 
soeine Fletschprobe auf etwa 15 verschiedene in Frage kommende Hormone 
untersucht werden. Auch Hormone sind Haptene und sind mit dem 
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erfindungsgemaSen Verfahren qualitatlv und quantitativ nachweisbar. Auch 
fur beteplelsweise Schwangerschaftstests. und SchilddriJsen-Unter^uchungen 
warden ebenfails Horrnontests benstlgt. 

s Da graSer© Schlachterelen 2000-3000 Rinder pro Monaf verarbelten, s(nd 
etwa 50r100 Stichproben notig, um illegales Moisten aufzudecken. Momentan 
liegt der Preis for einen Hormontest (auf 15 verschledene Hormone) bei 600 
Euro pro. StOck Flelsch. Deshalb werden von den Flelschereien nur 5-10 
Stichproben pro Monat durchgefuhrt, was viet zu wenig ist, gm ein illegales 

loMasten aufeuspOren.. Bel Gesprachen mit GroBsehlachtereien wurde ein 
Intetesse an einer 10feoh grofceren Anzahl preiswerterer Tests (fQr ca. 60-70 
Euro pro StOck Fleisch) auf Basis des erfindungsgemaSen Verfahrens 
signallsiert. Die herkommlichen Horrnontests erreichen dieseri Preis 
keinesfails. 

is 

Beianiel 4: Nachwais von P flanzerischutemitteln 

TubuiinrMonomere sind einzelhe kleine EiweiBkOgelchen, die durch eine 
Reaktlon. mit dem Energletrager GTP zu iangen Ketten wachsen. 

2oHemmstoffe und andere Toxine behlndern beziehungsweise verhindern 
dieses Kettenwachstum. Elnzelne Ketten verschlingen sich zu tauartigen 
Strukturen, sog. Protofilamente, Diese Prdtofiiamente verbinden sich 
ihrerseits zu Mikrotubull, die eine entschejdende Roile bei der Zellteilung 
spielen. Durch die Hinderung der Monomere zur Kettenbiidung beelnflusst 

25 man die Zellteilung und tctet den Schadllng. 

' Umgekehrt bletet dieses Verfahren auch die Moglichkeit, ROckstande von 
Pflanzenschutzmitteln in Lebensmitteln aufzuspOren und so einen erhehten 
Verbraucherschutzzu gewahrielsten. Mit dem erfindungsgemaBen Verfahren 
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kann man das oben beschriebene Kettenwachstum bzw. das Verhindem 

desselben direkt messen. 



5 ' 




3 



co 

CD 
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Patentenspruch© 

j' - 

1. Verfahren .zum Nachwelsen von geringen Partikelmengen durch 

Erfassung von Antigen-Antikorper-Prazipitaten, welches urnfasst . 
5 Bereitstellen eines Probehfluids. das im wesentiichen Partikel mit eiher 
" bestimmten , maximalen Partikelgrofie ehthait, wobei die Partikel 
, mindestens zwei Antikorper-Bindestellen autweisen; 

Bereitstellen. eines AntikGrper enthaltenden Fluids, das im 
wesentiichen Partikel einer bestimmten rnaxlmalen PartikelgroBe 
io ' enthait; 

Kontektieren des Probenfluids nriit derri Antlkdrper enthaltenden Fluid, 
wobei ein Reaktionsfluid erhalten wird, wobei der Antlkdrper in 
Gegenwart eines Partikels mit mindestens zwei Antikorper- 
Bindestellen ein Antigen-AntikBiper-Prazipitat bilden kann; 

is FQhren eines Lichtstrahls durch das Reaktionsfluid; 

Erfassen eines Signals mittels einer Extlnktionsmessung an der Hell-; 
Dunkel-Grenze des Lichtkegels, der beim DurcHgang des vom Laser 
erzeugten Lichts durch die das Reaktionsfluid enthaltende 
Messkammer .' entsteht, durch einen Photoeinpfanger, wobei die 

20 SignalstSrke von der GrS&e und Zahl der gebildeten Antlgen- 
Antlkarper-PrSzlpitate abhangig ist 

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei das Probenfluid Partikel in der. 
GroSenordnung von femtb- oder atto-Gramm pro Liter enthalt. 

25 - 
3 f Verfahren nach einem der vorstehenden AnsprOche, wobei der Schritt 
des Berertstellens eines Probenfluids, das im wesentiichen Partikel mit 
einer.bestimmteh maximalen Partikelgrofce enthalt, urnfasst: 
a) Bereitstellen eines Fluids, 

30 ZufQhren einer Probe zu dem Fluid, und ' 
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Abtrennen von Partikeln, die eine bestimmte Partikelgr5lie 
Oberschreiten zur Gewinnung eines Probenflulds, das im 
wesentlichen lediglich Partikel mit einer bestimmten maxlmalen 
Partikelgrofie enthalt, Oder 
s b) Bereitstellen eines Fluids, das im wesentlichen Partikel m|t 
einer bestimmten maxlmalen Partikelgrolie enthalt, und 
ZufOhren einer Probe zu dem Fluid, die Im wesentlichen Partikel 
mlt einer bestimmten maximalen Partikelgrofce erithilt, zur 
Gewinnung eines Probenfiuids, das im wesentlichen Partikel mit 
. 10 einer bestimmten maximalen Partikelgrd&e enthalt. 

4. Verfahren nach einem der vorstehenden Ansprflche, wobel die 
Abtrennung der Partikel mit einer GreBe oberhalb der bestimmten 
maximalen Partikeig'ro&e durch Filtration erfolgt, wobei der Filter 

^ 15 vorzugswelse eine PorengroSe von 20 - 450 nm, bevorzugter von 100 
Q -. 300 nm, Insbesondere von 200 nm aufweist 

IU 

5. Verfahren nach einem der vorstehenden Ansprtiche, wobei als 
U Antikorper mindestens zwei monoklpnale Antlkfirper Oder ein 
S 20 polyklonaler Antikorper eingesetzt werden. 

|jj 6. Verfahren nach einem der vorstehenden AnsprQche. wobei der 

^ Antikerper ausgewahlt ist aus der. Gruppe bestehend aus 
Immunglobuiin G oderJmmunglobulin M. 

25 ' 

7, Verfahren nach einem . der vorstehenden AnsprQche, wobei das 
. Verfahren eine quantitative oder halb-quantitative. Erfassung der 
Partikelmenge ermoglicht 
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8. Verfahren . nach einem der vorstehenden AnsprOche, wobei bei 
konstanter Antikdiperkonzentration die Abnahme des MeBsignals !m 
direkten Zusammenhang mit der Antigenkonzentratidn stent. 

5 9. Computerprogramm-Produkt, welches Programmcode-MHtel .umfasst, 
die auf. einem Computer-lesbaren Medium gespeichert sind, zur. 
AusfQhnjng des Verfehrens nacb einem der AnsprQche 1 bi$ 8, wenn 
das Computerprogramm-Produkt auf einem . Computer, einer, 
Netzwerk-Vorrichtung oder einer Vorrlchtung,. Insbesondere einer- 

10 analytischen Erfassungsvom'chtung lauft. 

• 10. Computerprogramm-Produkt, welches einen Programmcode umfasst 
und von einem Server herunterladbar jst, zur AusfQhruhg des 
Verfahrens nach einem der AnsprUche 1 bis 8, wenn das 
is Computerprogramm-Produkt auf einem Computer, einer Netzwerk- 
Vorrichtung oder einer Vorrichtung, insbesondere einer analytischen 
Erfassungsvorrichtung lauft 

11. Vorrichtung zur Erfassung von geringen Partikelmengen, welche 
20 umfasst: 

einen Laser, . 

eine Messkammer, und \: 
einen PhotoempfSnger, der zur DurchfQhrung einer 
Extinktlonsmessiing an der Hell-Dunkel-Gren?e des Lichtkegels 
25 . ausgelegt ist, der b)3i Durchgahg des vom Laser erzeugten Lichts 
durch die Partikel In einem Fluid enthaltende Messkammer entsteht, 
wobei der Photoempf&nger eine einstellbare Signalverstarkung und 
. einen > einsteilbaren Arbeitspunkt aulwelst " 

30 12. Kit zum quatftativen und/oder quantitative* Nachweis eines 
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3 



in 

CD 



15 



bestimmten, nachzuwelsenden" Parcels, wobei das bestimmte 
Partikel mlndestens zwei.Antlkorper-Bindestellen autweist, wobei der 

Kltumfasst • • , 

. mlndestens einen AmikSrper, der spezifisch an das bestimmte Partikel 

binden kann, und , 
mindestens ein geeignetes Fluid zur Aufnahme der Prope, und 

eine Vorrichtung zur Erfassung geringer ; Partikelmengen, welche 
aufweist: 

einen Laser, . . 
sine Messkammer, und 

einen Photoempfanger, der zur . Durchfuhrung einer 
Extinktionsmessung an der Hell-Dunkei-Grenze des Lichtkegels 
ausgelegt 1st, der bel Durchgang des Vpm Laser erzeugten Llchts 
durch die Partikel in einem Fluid enthartende Messkammer entsteht. 



i • 
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Zusammenfassung 



Die vortlegende Erfindung betrifft e!n Verfahren und eine Vorrichtung zum 
• Nachweis sehr geringer Partikelrnengen. Das erfindungsgemaGe Verfahren 
5 berurit auf einer Erfassung von Antigen-Antlkolper-Reaktlonsprodukten und 
." weist eine sehr hbhe Erfassungsempfindlichkeit bis in den ferrrto- bder 
attomolaren Bereich hinein auf. 
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HARMSEN UND UTEaUHhK 
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FIG. 1a -d 
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Fig- 2b 
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